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件による効果の違いを第 6 章で考察した。 
第 4 章では、リグニンのモデル物質としてグラファイトを用いた検討結果を示した。強い疎水性を
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オマスをガス化して合成ガスを作り、合成ガスから触媒反応で種々の化成品を作る方法 5), 6) や、セ
ルロースとヘミセルロースをグルコースやキシロースなどの単糖に加水分解(糖化)し、単糖を原料
にして微生物によってエタノールなどの化学物質を作り出す方法 7) などが開発されている。 
本研究は、非食糧系バイオマスを原料として、セルロースとヘミセルロースから効率的に単糖を
作りだす技術開発を目的としている。非食糧系バイオマスから単糖を作る主な方法としては、セル





























































27) – 30) 
CBH はエキソ型の酵素でセルロース結合ドメインとコアドメイン、およびそれらを繋ぐリンカーで
構成されており、セルロース結晶の末端からセルロース結晶上を移動しながら逐次的に加水分解
を進める。CBH には複数の種類があり、主たる CBH は、CBH1 と CBH2 である。CBH1 はセルロー
ス結晶の還元末端、CBH2 は非還元末端から加水分解し、セルロースをグルコース 2 分子から成
るセロビオースの形で分解する。このセロビオースをさらに加水分解してモノマーのグルコースを作





ルラーゼの成分酵素間の相乗効果として、CBH と EG によるエンド-エキソ型相乗効果の他に、
CBH1 と CBH2 による相乗効果が知られている。28) – 30), 33) – 37) しかしながら、エンド-エキソ型相乗
効果とは異なり、共にエキソ型である CBH1 と CBH2 による相乗効果の機構は、明確になっていな






世界的な酵素メーカであるノボザイムズ社は、2010 年に当時の新型酵素として発表された Cellic 
Ctec2 によって、セルロース系バイオマスを原料としたエタノール製造において、酵素コストは約











する。酵素単価は酵素メーカが公表しないため不明であるが、酵素コストを 15～43 円/kg と仮定し
た場合、酵素の使用量、糖化率、あるいはその両方によって効率が 10%向上した場合には、エタノ

















前処理 ： 酵素糖化に適した、ホロセルロースの回収率が高い安価な技術 














































2 mm × 5 mm に裁断して使用し、微結晶セルロースは粉末であるためそのまま使用した。 
実バイオマスは、水蒸気爆砕法で前処理したバガスとユーカリを使用した。反応圧力 3 MPaG、
蒸煮時間 5～10 分で水蒸気爆砕処理を行った後に 90～100℃の熱水で約 5 分間攪拌洗浄し、ろ
過で脱水したバガスとユーカリを使用した。NREL が公開している方法 42)で分析した水蒸気爆砕処
理後のバガスとユーカリの組成を表 2.1 に示す。 
 




セルラーゼ SS(ナガセケムテック)、Accellerase Duet(ジェネンコア)、Cellic Ctec2(ノボザイムズ)、
Cellic Ctec3(ノボザイムズ)、およびメイセラーゼ(明治製菓)を使用した。表 2.2 に各酵素の生産菌
とタンパク質濃度などの性状を示す。 
 
表 2.2 酵素の生産菌と性状 
 
  
セルロース キシラン リグニン+灰分 その他
爆砕バガス 43.1% 0.5% 49.8% 6.6%
爆砕ユーカリ 47.3% 0.1% 46.8% 5.8%
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バッフル付きガラス製三角フラスコ（200～500 mL）に、所定量の基質と 50 mM 酢酸ナトリウム緩
衝液(pH 5.0)で希釈した所定量の酵素水溶液を加え、実験中の蒸発による水の損失を防ぐために、
アルミホイルで蓋をした。恒温チャンバー(FMS-1000、東京理化器械)内に設置した振とう機(MMS-
310、東京理化器械)を用いて、振とう速度 0～120 rpm、反応温度 50℃で糖化実験を行った（図



























CBH2 を含まない CBH1 が主成分となる酵素の調製方法は以下の通り。Cellulase SS 1.2 g-
protein/L(50 mM 酢酸バッファー)溶液を調製し、この酵素溶液 200 mL を 500 mL のバッフル付き
三角フラスコで、50℃、120 rpm、2 日間振とうし、CBH2 を失活させた。 
 
CBH2 が主成分となる酵素の調製方法は以下の通り。セルラーゼ SS を、陰イオン交換カラム
(HiloadQ Sepharose HP (GE Healthcare))を備えた中圧クロマトグラフィー ((AKTA Pure (GE 
Healthcare))で処理し、50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM NaCl でバッファー置換濃縮した。その
後、50 – 500 mM の NaCl のリニアグラジエントによって CBH2 画分を溶出分離した。 
 
本研究では、前者（CBH1 が主成分の酵素）を Enzyme A、後者（CBH2 が主成分の酵素）を











セルラーゼ SS を透析膜(スペクトラ／ポア CE 透析用チューブ(funakoshi))を用いて 20 ｍM Tris-
HCl (pH7.5)にバッファー置換した後、UF 膜(Vivaflow 200 MWCO 50,000, sartorius)を用いて濃縮
し、バッファー置換濃縮セルラーゼ SS 液を得た。その後、中圧クロマトグラフィー((AKTA Pure (GE 
Healthcare))を用い、バッファー置換濃縮セルラーゼ SS 液を陰イオン交換カラム (HiloadQ 
Sepharose HP (GE Healthcare))に供し、バッファーA(20 mM Tris-HCl (pH 7.5))からバッファーB(20 
mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl)へのリニアグラジエントによって、CBH1 粗画分、CBH2+EG2
粗画分、および EG1 画分を溶出分離した。 
CBH1 粗画分、および CBH2+EG2 粗画分は、それぞれ UF 膜(Vivaflow 200 MWCO 50,000, 
sartorius)によって 2 M Ammonium Acetate (pH 6.0)にバッファー置換、濃縮した。バッファー置換
濃縮した CBH1 粗画分は、疎水性カラム(HiPrep Butyl FF (GE Healthcare)）に供し、バッファーA(2 
M Ammonium Acetate (pH 6.0))からバッファーB(20 mM Ammonium Acetate (pH 6.0)) )へのリニア
グラジエントによって、精製 CBH1 画分を得た。また、バッファー置換濃縮した CBH2＋EG1 粗画
分は、疎水性カラム(HiPrep Butyl FF (GE Healthcare))に供し、バッファーA(2 M Ammonium 
Acetate (pH 6.0))からバッファーB(20mM Ammonium Acetate (pH 6.0))へのステップワイズによって、
精製 CBH2 画分、および精製 EG1 画分を得た。得られた精製画分は、酵素糖化実験に利用する
ために、UF 膜(Vivaflow 200 MWCO 50,000, sartorius)を用いて 50 mM 酢酸バッファーにバッファ
ー置換した。 
 
分画した各成分酵素を SDS Page で分析した結果を図 2.2 に示す。 















質として使用する場合は基質濃度を 10 w/v% (ろ紙を 10 g 使用した場合は、酵素水溶液を 100ml
添加)とした。基質濃度が 10 w/v%の場合、ろ紙を完全に糖化した時の理論上の最高グルコース濃
























































験を行った。基質濃度を 10 w/v%、酵素添加量を 1.2 ～ 120 mg/g として糖化実験を行った結果
を図 3.1 に示す。尚、酵素添加量は、基質 1 g に対する酵素水溶液中のタンパク質量を意味する。 
120 rpm の振とう条件における糖化実験結果を図 3.1 (a)に示す。酵素添加量が 60 mg/g 以上
では、糖化速度および最終到達グルコース濃度(実験終了時の生成グルコース濃度)に差は見ら

























図 3.1 ろ紙の酵素糖化に対する酵素添加量の影響 
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図 3.2 ろ紙の酵素糖化における酵素添加量と最終到達グルコース濃度の関係 





基質と酵素を変えて振とう法と静置法の糖化挙動の違いを確認した結果を図 3.3 と図 3.4 に示
す。基質は微結晶セルロース、針葉樹パルプ、広葉樹パルプ、酵素は Accellerase Duet、Cellic 











































図 3.3 各種セルロースに対する静置効果 
((a) 微結晶セルロース、(b) 針葉樹パルプ、(c) 広葉樹パルプ、 



























































図 3.4 各種酵素に対する静置効果 




































ために、一部の酵素が液相に遊離したと考えられる。グルコース濃度が 90 g/L に達して糖化反応
がほぼ終了したと考えられる 11 日目の液相中のタンパク質濃度は、振とう法は初期濃度に対して







図 3.5 酵素糖化反応中のグルコース(a)とタンパク質濃度(b)の経時変化 
































































図 3.6 振とう時間がろ紙の酵素糖化に与える影響 
((a) 振とう→静置、(b) 静置→振とう、 
























































ろ紙を加えていないセルラーゼ SS と Accellerase Duet の酵素水溶液を用いて、振とう条件と静
置条件における液相中のタンパク質濃度の経時変化を測定した結果を図 3.7 に示す。酵素水溶
液中のタンパク質濃度を 0.6 g/L（酵素添加量として 6 mg/g に相当）に調整した酵素水溶液 200 
ml を 500 ml バッフル付き三角フラスコに仕込み、温度 50℃、振とう実験の振とう速度は 120 rpm で
実験を行った。 
振とう条件では、振とう開始直後に液相中のタンパク質濃度が急激に下がり、初期のタンパク質


































Cellulase SS (Mixing) Cellulase SS (Static)









酵素水溶液中のタンパク質濃度を 0.6 g/L に調整し、ろ紙を加えずに 24 時間振とうした酵素水
溶液を用いたろ紙の糖化実験結果を図 3.8 に示す。図中には、振とうしていない酵素水溶液を用
いた糖化実験結果も示した。24 時間の振とうによって液相中のタンパク質濃度は 0.6 g/L から 0.34 






図 3.8 振とう酵素によるろ紙の糖化実験結果 
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図 3.9 静置法による振とう酵素の糖化実験結果 
(基質：ろ紙、基質濃度：10 w/v%、酵素：セルラーゼ SS(振とう酵素)) 
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タンパク質濃度を 6 g/L に調整した酵素水溶液を用いて、基質を加えずに、振とうおよび静置条
件における液相中のタンパク質濃度の経時変化を調べた。SDS-Page の解析結果から求めた各成
分酵素の経時変化を図 3.11 に示す。 
振とう条件(図 3.11(a))では、CBH2 が振とう開始直後から急激に濃度が低下し、7 時間後の減少
率は 85 %であった。一方、CBH1 と BGL は CBH2 に比べて振とうストレスによる影響は小さく、10
日後の減少率は約 20 %であった。EG1 と EG2 にも振とうストレスの影響が見られたが、CBH2 に比
べると濃度の低下は緩やかであった。 
尚、CBH2 は振とう開始直後に急激に低下して、その後、初期濃度の約 15%で推移している。し
かし、約 15%の CBH2 が生き残っているわけではなく、CBH2 よりも分子量が大きいタンパク質が振
とうストレスで分解して、その断片が SDS-Page の CBH2 のバンド付近に出ており、CBH2 は振とう
開始後速やかに全量が析出したと考えられる。一方、静置条件(図 3.11(b))においては、振とう条件



























(4) 静置条件における CBH2 の役割 
静置条件、すなわち CBH2 が失活しにくい条件で、セルロースの糖化に及ぼす CBH2 の効果を
調べだ。第 2 章の表 2.3 に成分酵素の組成を示した CBH1 と CBH2 の組成比が異なる分画酵素
の酵素水溶液を用いてろ紙の糖化実験を行った。 
CBH1 を主成分する分画酵素（Enzyme A）と CBH2 を主成分とする分画酵素（Enzyme B）の混
合比率を変えた静置法によるろ紙の糖化実験結果を図 3.12 に示す。各分画酵素を単独で用いた
場合は、90 日後のグルコース濃度は Enzyme A は 54 g/L、Enzyme B は 71 g/L であった。一方、
Enzyme A と Enzyme B を混合して使用した場合はグルコース生成量が増加し、本実験の条件にお
いては、Enzyme A と Enzyme B を 1:3 の割合で混合した時に最も生成グルコース濃度が高く、90
日後に 100g/L のグルコースが生成された。 
既往の研究においても CBH1 と CBH2 が共存することによってセルロースの糖化率が増加する
ことが報告されている 28) – 30), 33) – 36), 55) – 58) が、既往の研究では振とう条件で実験が行われている。
本実験結果により、振とう条件においては CBH2 が失活することが明らかとなったが、既往の研究





図 3.12 分画酵素を用いたろ紙の糖化実験結果 

























Enzyme A Enzyme B A:B = 7:1


















図 3.13 (a) (b) ろ紙の酵素糖化に対する振とう速度の影響 























































図 3.13 (c) ろ紙の酵素糖化に対する振とう速度の影響 















































3.14 に示す。振とう法による糖化実験では、図 3.1 に示したろ紙の糖化実験結果と同様に、酵素添
加量の低下に伴って糖化速度と最終到達グルコース濃度が低下する結果が得られた。（図 3.14 






図 3.14 水蒸気爆砕バガスに対する静置効果 
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酵素はセルラーゼ SS、基質は水蒸気爆砕ユーカリを用いて、酵素添加量 6 mg/g と 30 mg/g で
糖化実験を行った。グルコース濃度とタンパク質濃度の経時変化を図 3.15 に示す。 
ろ紙の糖化では酵素添加量 6 mg/g で静置効果が認められたが、水蒸気爆砕ユーカリに対して
は振とう法と静置法のグルコース濃度の経時変化はほぼ一致し、図 3.14 に示した水蒸気爆砕バガ
スの糖化実験結果と同様に静置効果は認められなかった。また、液相中のタンパク質濃度を測定





図 3.15 水蒸気爆砕ユーカリに対する静置効果 
((a) 糖濃度の経時変化、(b) タンパク質濃度の経時変化 
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30 mg/g (Mixing) 6 mg/g (Mixing)











した糖化実験結果を図 3.16 に示す。基質に対して BSA を 45 mg/g 添加して、Cellic Ctec2 を用い
て水蒸気爆砕処理後のユーカリとバガスの糖化実験を行った。酵素添加量を 0.3 mg/g、0.5 mg/g、





図 3.16 水蒸気爆砕バイオマスの酵素糖化に対する静置効果 (BSA 添加) 
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1 mg/g (Mixing) 1 mg/g (Static) 0.5 mg/g (Mixing)









基質に対して BSA を 15 mg/g、30 mg/g、45 mg/g 添加して、水蒸気爆砕ユーカリの糖化実験を




行った結果を図 3.18 に示す。酵素はセルラーゼ SS、Accellerase Duet、Cellic Ctec2 を使用し、酵
素添加量は 3.8 mg/g、BSA の添加量は 30 mg/g とした。 
酵素の種類によらず、BSA の添加の添加によって糖化反応が促進され、本実験で使用した酵素
の中では、Cellic Ctec2 が最も高い酵素活性を有することが示された。 
 
30 w/v%の高濃度基質条件における BSA 添加の効果を確認するために、BSA の有無による酵
素添加量が糖化率に与える影響を確認した結果を図 3.19 に示す。 
基質に対して BSA を 16 mg/g 添加した場合(図 3.19(b))は、BSA を添加していない場合(図
3.19(a))に比べて酵素添加量の低下に伴う最終到達グルコース濃度の低下度合いが小さくなること
が確認された。また、BSA の添加によって 140 g/L 以上のグルコースを生成するための酵素添加









図 3.17 水蒸気爆砕ユーカリの酵素糖化に対する BSA の効果 





図 3.18 各種酵素に対する BSA の効果 
(基質：爆砕ユーカリ、基質濃度：20 w/v%、 































































図 3.19 高濃度基質条件における水蒸気爆砕バガスの酵素糖化に対する BSA の効果 
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図 3.17 から図 3.19 に示した実験結果から BSA の効果が確認されたが、BSA は高価であるた
め、商業化を想定して安価な添加剤として乳清の利用を試みた。水蒸気爆砕バガスを基質として、
乳清の添加効果を確認した実験結果を図 3.20 に示す。 






図 3.20 水蒸気爆砕バガスの酵素糖化に対する乳清の効果 





























No Additive BSA (15 mg/g)







は、酵素添加量を 12 mg/g から 3 mg/g に減らすと最終到達グルコース濃度が大幅に低下したが、
乳清を添加することによって、酵素添加量の減少による糖化率への影響が小さくなり、少量の酵素
添加量で乳清を添加していない場合の酵素添加量 12 mg/g と同等の最終到達グルコース濃度が
得られることが示された。 









図 3.21 水蒸気爆砕ユーカリの酵素糖化に対する乳清の効果 



























2 mg/g 3 mg/g
4 mg/g 6 mg/g
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 図 3.22 乳清を添加した酵素糖化における各セルラーゼ成分酵素の挙動 
(基質：水蒸気爆砕ユーカリ、基質濃度：20 w/v%、 































































































































ンパク質を酵素糖化の添加剤として利用することを試みた。温度を 90～95℃で 5 分間加熱処理す
る際の水酸化ナトリウムの濃度を変えて調整した酵母抽出タンパク質を用いて、酵素糖化への影
響を調べた結果を図 3.23 に示す。 
基質に対して酵母抽出タンパク質の添加量を 15 mg/g で糖化実験を行った結果、酵母からタン





図 3.23 酵母抽出液の酵素糖化に対する効果 






























No Additive BSA (30 mg/g)
YE _1M NaOH (15 mg/g) YE _0.5M NaOH (15 mg/g)








酵母からタンパク質を抽出する条件は 0.2M の水酸化ナトリウム水溶液で 30 分、アルコール蒸
留残渣は 1M の水酸化ナトリウム水溶液で 10 分間加熱した。基質は水蒸気爆砕バガス、酵素は
Cellic Ctec2 を使用した。糖化実験に使用した全ての添加剤に効果が見られ、BSA の添加量に対




図 3.24 酵母抽出液の酵素糖化に対する効果 



























No Additive BSA (30 mg/g)
Yeast extract (15 mg/g) Gelatin (10 mg/g)

















































は、第 3 章で酵素糖化を促進する効果が認められた BSA の他に、既往の研究で使用されている
ポリエチレングリコールと界面活性剤である Tween80 の機能を検討した。 
 
本章で示す糖化実験は、酵素は Cellic Ctec3、基質はろ紙を使用して振とう法で行い、CBH2 へ









グラファイトへの酵素の吸着挙動を調べるために、グラファイト 3 g にタンパク質濃度を 1 mg/ml















たセルラーゼ SS を用いてグラファイトへの吸着実験を行った。実験条件は、250 ml の遠心瓶にグ
ラファイト 4 g と 100 ml の酵素水溶液を入れて、振とうストレスによる CBH2 の失活を抑制するため
に静置条件とした。グラファイトに対する酵素添加量を変えて、液相中の CBH1、CBH2、BGL の経
時変化を測定した結果を図 4.2 に示す。グラファイトに対する酵素添加量が 15 mg/g の場合は、各


























































































糖化実験を行った。ろ紙 5 g にグラファイトを 1～3 g 加え、50 ml の酵素水溶液(酵素濃度：1 mg/ml、
酵素添加量：10 mg/g)を加えた糖化実験結果を図 4.3 に示す。 
 
グラファイトを 1 g 加えた場合は、反応初期に糖化速度が若干低下したが、13 日後にはろ紙の
みを糖化した場合と同じ 87 g/L のグルコースが得られた。グラファイトの添加量の増加に伴って、
糖化速度と最終到達グルコース濃度は低下し、グラファイトを 3 g 加えた場合は、13 日後のグルコ













































ラファイトを加えたろ紙の酵素糖化に対する添加剤の効果を調べた結果を図 4.5 に示す。 
 
グラファイトを加えていないろ紙の糖化実験 (図 4.4)では、BSA(図 4.4 (a))と PEG(図 4.4 (b))は
酵素糖化の促進および添加剤の濃度による差は見られなかった。既往の研究では、BSAと PEGの






グラファイトを加えたろ紙の糖化実験(図 4.5)では、BSA(図 4.5 (a))と Tween80(図 4.5 (c))は酵素














図 4.4 ろ紙の酵素糖化に対する添加剤の効果 


















































































図 4.5 グラファイトを加えたろ紙の酵素糖化に対する添加剤の効果 




























































































図 4.6 グラファイトに吸着した酵素の活性と添加剤の効果 
(酵素：Cellic Ctec3、酵素添加量：10 mg/g) 
 
(*) 凡例は試料を加えた順序を示す。例えば、＊の(G+E)+S は、グラファイト(G)に酵素水溶液(E)を




























(S+E) (G+E) + S
(G+E) + (S+BSA) (G+E) + (S+PEG)









を行った。グラファイト 3 g に各添加剤の濃度を 0.3 %に調整した緩衝液 50 ml を加え、50℃で振と
うした時の、初期濃度で規格化した液相中の添加剤濃度の経時変化を図 4.7 に示す。PEG と
Tween80 は振とうを開始してから 1 時間後には吸着量が飽和に達し、添加量に対して PEG は 10 %、
Tween80 は 34 %がグラファイトに吸着した。一方、BSA は振とうを開始してから 1 時間後に添加量
に対して 64 %が吸着し、その後も液相中の濃度は徐々に低下した。 
 











































を調べた。その結果、BSA と Tween80 は基質に対して 30 mg/g 添加することで、グラファイトによる
酵素糖化の阻害の影響を抑制できたが、PEG には効果が見られなかった。 
 
各添加剤のグラファイトへの吸着量を調べた結果は BSA ＞ Tween80 ＞ PEG の順であり、
PEG が添加効果を示さなかった原因は、グラファイトへの吸着量が少ないことにあると考えられる。
このことより、添加剤は、グラファイトの表面を覆い、酵素がグラファイトに吸着することを防いでいる
























おり、実用化において必要となる高濃度基質条件(10～20 %)での研究例は少ない。また、第 3 章で








本章では、第 2 章に示した手法-2 でセルラーゼ SS から分離精製した CBH1、CBH2、および
EG1 を用いた相乗効果の検討結果を述べる。基質はろ紙および水蒸気爆砕バガス、基質濃度は
実用化を想定して 10～20 w/v%とした。また、セルラーゼ成分酵素の失活を抑制するために、第 3
章で述べた検討結果より、ろ紙の糖化は静置法、水蒸気爆砕バガスの糖化は BSA を基質に対し
て 15 mg/g 添加して振とう法で行った。尚、分離精製した各セルラーゼ成分酵素には BGL が含ま
れていないため、セロビオースの蓄積によるセロビオハイドロラーゼの生成物阻害の影響を避ける









(1) CBH1 と CBH2 の相乗効果 
CBH1 と CBH2 をそれぞれ単独で使用してろ紙の糖化実験を行った。CBH1 を使用した実験結
果を図 5.1、CBH2 を使用した実験結果を図 5.2 に示す。CBH1 を 2 mg/g と 6 mg/g 添加した場
合、実験終了時(66 日後)に、それぞれ 40g/L と 60g/L のグルコースが生成された。また、CBH1 を
2 mg/g 添加して糖化実験を開始し、36 日目に CBH1 を 2 mg/g あるいは 4 mg/g 追添加した場合、
糖化速度が緩やかに増加した。CBH2 を 2 mg/g 添加した場合は、実験終了時に 32 g/L のグルコ
ースが生成され、36 日目に CBH2 を 2 mg/g 追添加した場合、CBH1 と同様に緩やかな糖化速度
の増加が確認された。 
第 3 章に示したセルラーゼ SS の原液を使用した静置法によるろ紙の酵素糖化実験(図 3.1(b))




（左図） 図 5.1 CBH1 による糖化実験結果 


































CBH1 (2 mg/g) + CBH1 (2 mg/g)





































図 5.1 に示した CBH1 を用いた糖化実験結果の中で、実験開始時に CBH1 を 2 mg/g 添加し、
36 日後に CBH1 を 4 mg/g 追添加した実験結果(図中の◇)の 36 日目以降のデータを左に平行移






































CBH1 (2 mg/g) + CBH1 (4 mg/g)





CBH1 と CBH2 をそれぞれ 2 mg/g 添加した(CBH1 と CBH2 を合わせて 4 mg/g 添加した)場合、
および各成分酵素を単独で 2 mg/g 添加した場合の糖化実験結果を図 5.4 に示す。また、図中に
は、CBH1 と CBH2 をそれぞれ単独で添加した場合のグルコース濃度を足し合わせた値 (図中の
△)を示した。 
実験終了時の生成グルコース濃度を比較すると、CBH1 と CBH2 をそれぞれ単独で添加した場
合の生成グルコース濃度の和は 72 g/L であったが、CBH1 と CBH2 を合わせて添加した場合は
86 g/L のグルコースが生成された。(図 5.4(a) また、同様の方法で、CBH2 の添加量を 1 mg/g に
減らした場合においても、CBH1 と CBH2 を単独で添加するよりも、両成分酵素を合わせて添加す
ることで生成グルコース濃度が増加することが確認された。(図 5.4(b)) 
 
   
 
図 5.4 CBH1 と CBH2 の相乗効果 (1) 
((a) CBH1：2 mg/g、CBH2：2 mg/g、(b) CBH1：2 mg/g、CBH2：1 mg/g、 
基質濃度：10 w/v%、静置法) 





























CBH1 (2 mg/g) and CBH2 (2 mg/g)
































CBH1 (2 mg/g) and CBH2 (1 mg/g)








CBH1 を 1 mg/g と CBH2 を 1 mg/g を合わせて添加した場合、および、各成分酵素を単独で 2 
mg/g 添加した場合の糖化実験結果を図 5.5 に示す。酵素添加量は全て 2 mg/g であるが、生成
グルコース濃度は大きく異なり、各成分酵素をそれぞれを単独で添加した場合に比べて、CBH1 と
CBH2 を合わせて添加した場合は約 2 倍の生成グルコース濃度が得られた。 
 
CBH1 と CBH2 は、共にセルロースの結晶領域を加水分解するセロビオハイドロラーゼであるが、











































CBH1 を 2 mg/と CBH2 を 2 mg/g をそれぞれ単独で添加して糖化実験を開始し、36 日目に異
なるセロビオハイドロラーゼ(初期に CBH1 を添加したサンプルには CBH2、初期に CBH2 を添加
したサンプルには CBH1)を 2 mg/g 追添加した実験結果を図 5.6 に示す。また、図中には、比較
対象として、CBH1 を 2 mg/と CBH2 を 2 mg/g を初期に同時添加した結果も示した。 






































CBH1 (2 mg/g) and CBH2 (2 mg/g)
CBH1 (2 mg/g) + CBH2 (2 mg/g)






図 5.3 に示した方法と同様に、図 5.6 に示した異なるセロビオハイドロラーゼを追添加した 36 日
目以降のデータを左にスライドさせて結果を図 5.7 に示す。CBH1 と CBH2 のどちらを追添加した




CBH2 の添加量を 1 mg/g に減らして CBH1 との相乗効果を調べ、図 5.7 と同様に異なるセロビ
オハイドロラーゼを追添加した後のデータを左にスライドした結果を図 5.8 に示す。図 5.6 および図










図 5.7 セロビオハイドロラーゼの同時添加と分割添加の比較 (1) 
((a)CBH1 を追添加、(b)CBH2 を追添加、基質濃度：10 w/v%、静置法) 
 
  
図 5.8 セロビオハイドロラーゼの同時添加と分割添加の比較 (2) 































CBH1 (2 mg/g) and CBH2 (2 mg/g)
CBH1 (2 mg/g) + CBH2 (2 mg/g)






























CBH1 (2 mg/g) and CBH2 (2 mg/g)
CBH2 (2 mg/g) + CBH1 (2 mg/g)






























CBH1 (2 mg/g) and CBH2 (1 mg/g)
CBH1 (2 mg/g) + CBH2 (1 mg/g)






























CBH1 (2 mg/g) and CBH2 (1 mg/g)
CBH2 (1 mg/g) + CBH1 (2 mg/g)







(2) CBH1 と EG1 の相乗効果 
CBH1 と CBH2 の相乗効果を調べた実験と同様の実験および解析を行い、セルロースの非結晶
領域に作用する EG1 と CBH1 との相乗効果を調べた。基質に対する酵素添加量を CBH1 は 2 
mg/g、EG1 は 1 mg/g として、同時に添加した場合と、実験開始時に CBH1 のみを添加し、36 日
後に EG1 を追添加した場合の糖化実験の結果を図 5.9 に示す。また、EG1 を追添加した 36 日目






（左図） 図 5.9 CBH1 と EG1 の分割添加実験結果 


































CBH1 (2 mg/g) and EG1 (1 mg/g)






























CBH1 (2 mg/g) and EG1 (1 mg/g)
CBH1 (2 mg/g) + EG1 (1 mg/g)





CBH1 を 2 mg/g、CBH2 と EG1 を 1 mg/g として、CBH1 と CBH2、および CBH1 と EG1 を同時







































CBH1 (2 mg/g) and CBH2 (1 mg/g)






CBH1 を 2 mg/g と CBH2 を 2 mg/g を、それぞれ単独で添加して酵素糖化を行い、36 日後に
糖化反応中の 2 つのスラリーを混合した実験結果を図 5.12 に示す。実験開始時は、基質 5 g に対
して酵素水溶液を 50 ml 加えて基質濃度を 10 w/v%とし、酵素水溶液中のタンパク質量を 10 mg(酵
素添加量を 2 mg/g)とした。2 つのスラリーを混合した後は、基質 10 g に対して酵素水溶液を 100 
ml 加えているため、基質濃度はスラリーを混合する前と同様に 10 w/v%であるが、CBH1 と CBH2
の添加量は 10 mg であるため、酵素添加量は 1 mg/g となる。 
 
図 5.12 に示した様に、2 つのスラリーを混合した後に、グルコースの生成量が増加していること













































図 5.12 の糖化反応中の 2 つのスラリーを混合した後の実験結果と、CBH1 を 1 mg/g 添加して
実験を開始し、CBH2 を 1 mg/g 追添加した糖化実験結果を比較した結果を図 5.13 に示す。また、
図 5.12 と図 5.13 の 36 日目以降(糖化反応中の 2 つのスラリーを混合した後、および実験開始時
に CBH1 を 1 mg/g 添加して、CBH2 を 1 mg/g 追添加した後)の糖化挙動を、初期に CBH1 と
CBH2 をそれぞれ 1 mg/g 同時に添加した糖化実験と比較した結果を図 5.14 および図 5.15 に示
す。CBH2 を追添加した場合は、それぞれの酵素添加量を 1 mg/g に減らしても、図 5.7 および図
5.8 と同様に、実験開始時に CBH1 と CBH2 を同時に添加した場合と CBH2 を追添加した場合の
糖化挙動とほぼ一致する結果となった。一方、糖化反応中のスラリーを混合した場合は、CBH1 と






































CBH1 (1 mg/g) + CBH2 (1 mg/g)
CBH1 (1 mg/g) + CBH2 (1 mg/g) (Slurry Mix)










































CBH1 (1 mg/g) and CBH2 (1 mg/g)






























CBH1 (1 mg/g) and CBH2 (1 mg/g)
CBH1 (1 mg/g) + CBH2 (1 mg/g)








mg/g として、CBH1 と CBH2 をそれぞれ単独で添加した糖化実験と、CBH1 を 4 mg/g と CBH2 を
2 mg/g の混合酵素を添加した糖化実験の結果を図 5.16 に示す。CBH1 と CBH2 の混合酵素を使
用した場合は、各成分酵素を単独で使用した場合よりも高い糖化率が得られ、ろ紙と同様に水蒸
気爆砕バガスに対しても CBH1 と CBH2 の相乗効果が認められた。また、CBH1 と CBH2 をそれぞ
れ単独で添加した場合、図 5.1 と図 5.2 に示したろ紙を基質とした場合に比べて実験終了時の生
成グルコース濃度の差が大きくなり、水蒸気バガスの酵素糖化に対して CBH1 の作用が大きいこと
が示された。 
CBH1 と EG1 の相乗効果を調べるために、CBH1 を 4 mg/g と EG1 を 2 mg/g の混合酵素、およ
び CBH1 を 3 mg/g と EG1 を 3 mg/g の混合酵素を用いた糖化実験結果を図 5.17 に示す。図中
には、CBH1 と CBH2 の相乗効果との比較のために、CBH1 を 4 mg/g と CBH2 を 2 mg/g の混合
酵素を用いた糖化実験結果も示した。水蒸気爆砕バガスに対しても CBH1 と EG1 の相乗効果が
認められた。また、ろ紙に対する相乗効果と異なり、CBH1 と EG の組み合わせは、CBH1 と CBH2
の組み合わせに比べて糖化速度が向上する結果が得られた。 
    
（左図） 図 5.16 水蒸気爆砕バガスに対する CBH1 と CBH2 の相乗効果 
（右図） 図 5.17 水蒸気爆砕バガスに対する CBH1 と EG1 の相乗効果 
(基質濃度：20 w/v%、BSA 添加量：15 mg/g、振とう法) 




















































CBH1 (4 mg/g) and CBH2 (2 mg)
CBH1 (4 mg/g) and EG1 (2 mg)





CBH1、CBH2、EG1 の 3 種類の酵素添加量をそれぞれ 2 mg/g とした混合酵素を用いた糖化実
験結果を図 5.18 に示す。添加した各成分酵素の添加量を合わせた全酵素添加量を 6 mg/g とし
て実験を行った結果、3 種類の酵素を混合した場合と CBH1 と EG1 を混合した場合で同等の結果





図 5.18 水蒸気爆砕バガスに対する CBH1、CBH2、EG1 の相乗効果 



























CBH1 (4 mg/g) and EG1 (2 mg)
CBH1 (3 mg/g) and EG1 (3 mg)





図 5.16 から図 5.18 に示した実験結果から、水蒸気爆砕バガスの酵素糖化においては、CBH1
と EG1 の相乗効果が重要であることが示された。そこで、全酵素添加量を 6 mg/g で一定として、
CBH1 と EG1 の混合比の影響を調べた結果を図 5.19 に示す。CBH1 を 1～3 mg/g と EG1 を 3～
5 mg/g の組合せで高いグルコース濃度が得られた。CBH1 と EG1 の比率が最も離れる CBH1 と






図 5.19 CBH1 と EG1 の混合比率を変えた水蒸気爆砕バガスの糖化実験結果 




























CBH1 (1 mg/g) and EG1 (5 mg/g)
CBH1 (2 mg/g) and EG1 (4 mg/g)
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CBH1 と EG1 の単独酵素での糖化実験結果を図 5.20 と図 5.21、および、酵素添加量と最終到




（左図） 図 5.20 CBH1 の添加量を変えた水蒸気爆砕バガスの糖化実験結果 
（右図） 図 5.21 EG1 の添加量を変えた水蒸気爆砕バガスの糖化実験結果 
(基質濃度：20 w/v%、BSA 添加量：15 mg/g、振とう法) 
 
 
図 5.22 CBH1 と EG1 を単独で添加した場合の酵素添加量とグルコース生成量の関係 
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CBH1 と EG1 をそれぞれ単独で添加した場合(図 5.20、図 5.21)の酵素添加量と生成グルコース
濃度、および混合比を変えて CBH1 と EG1 を添加した場合(図 5.19)の生成グルコース濃度を表
5.1 に示す。表中の「単独添加」は、CBH1 と EG1 をそれぞれ単独で添加した場合の生成グルコー
ス濃度の和、「混合添加」は、CBH1 と EG1 を「単独添加」と同じ比率で混合して添加した場合の生
成グルコース濃度、「倍率」は、「混合添加」を「単独添加」で割った値を示す。 
 
 CBH1 と EG1 をそれぞれ単独で添加した場合のグルコース生成量の和に比べて、全ての混合比
において同時に添加した場合の方が生成グルコース濃度は高く、水蒸気爆砕バガスに対する




相乗効果の大きさの指標として示した「倍率」を比較すると、CBH1 を 5 mg/g と EG1 を 1 mg/g
の場合が最も相乗効果が大きく 1.19 倍となったが、混合添加した場合の生成グルコース濃度は、
































1 29.5 5 52.5 82.0 95.1 1.16
2 43.2 4 44.5 87.7 93.5 1.07
3 48.8 3 35.6 84.4 93.6 1.11
4 52.5 2 27.4 79.9 90.2 1.13


















水蒸気爆砕バガスを基質とした酵素糖化反応においては、CBH1 と EG1 に強い相乗効果が認
められ、混合する割合を変えて糖化実験を行った結果、CBH1 と EG1 の酵素添加量の比が 1：5 の
時が最も高い糖化率が得られた。 
 
















































考えられる。さらには、攪拌ストレスの影響を最も受けやすい成分酵素は CBH2 であることを第 3 章
で示したが、バガスやユーカリに対しては、CBH1 と CBH2 の相乗効果よりも、CBH1 と EG1 の相乗














図 6.1 グラファイトの添加による酵素糖化への影響 
(基質：(a) ろ紙、(b) 水蒸気爆砕バガス、(c) 水蒸気爆砕ユーカリ 
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